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les cellules. 



UN1QUEMENTA TITUS ^INFORMATION 

Code, utflfe* Poor u^V.&^mKT.nl-V***^**^*^ 

des rirmmr^ mtcnttHonalcs en vcrtn do PCT. 



AT 
AU 
BB 
BE 
BF 
BG 
BJ 
BR 
BY 
CA 
CF 
CG 
CH 

ci 

CM 
CN 
CS 
d 
DB 
DK 
ES 
FI 
FR 
GA 



AntafiD 
Brtwto 



Ctairfa 

CCQgO 

Soiue 

Cdte dTvoot 



CUse 

Tcb6»brK?cie 
Rtpcbtiqnc tcfafcqoe 
Altenajae 



Ptafande 
(Una 



GB 

GB 

GN 

GR 

HU 

IB 

XT 

JP 

KB 

KG 

KP 

KR 

KZ 

U 

LK 

LU 

LV 

MC 

MD 

MG 

ML 

MN 



Ro^nmc-Unl 
G6ocyk 

Grt» 
Hoofdo 



Keojn 

Wpubllqoe popolifat dtmccrnkpic 
de Carte 

KlZlihltlll 



ML 



MpubUqoe de Moldowi 



Mill 

MongoBe 



MR 


Musitttlc 


MW 


Milnrf 


St 


NlfBT 


NL 




NO 




HZ 


NdmeBe^flMde 


PL 




FT 




RO 


Roonmlc 


RU 


p£<fcmjoc de Rtmie 


SD 


Soodaa 


SB 


Snfcfe 


a 




SK 


Stowqnb 


6N 




TO 


Tcfaid 


TG 


Togo 


TJ 




TT 


Triiih&ct-TobtfO 


UA 


Ukmne 


US 


Ba»-ltefa d'Amerique 


uz 


OmbflditMi 


VN 


VfctNBB 



WO 95/21931 



PCT/FR95/00098 



1 

COMPOSITION CONTENANT DE S ACTDES NUCLEIOUES. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

H . : ; La presente invention conceme des compositions & base d'acides nuci6iques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, elie conceme des 
5 compositions comprenant des acides nuc!6iques et des oligopeptides et leur utilisation 
en th6rapie g6nique, notamment pour le transfert d'acides nucieiques. 

La therapie genique consiste & corriger une deficience ou une anocmalite 
(mutation, expression aberrame, etc) par introduction tfune information g6n6tique 
dans la cellule ou I'organe affecte. Cette information genetique peut 6tre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de I'organe, la cellule modiSte 6tant alors reintroduite 
dans l'organisme, soit directement in vivo dans le tissu jgprqpri£. Diff&entes 
techniques ont ete decrites pour le transfert de cette information genetique, parxni 
lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des complexes rTADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et aL t J.ViroL 1 (1967) 891), cTADN et de prot&nes 

15 nucleaires (Kaneda et al.\ Science 243 (1989) 375). cfADN et de lipides (Feigner et aL, 
PNAS 84 (1987) 7413) f l'emploi de liposomes (Fraley et aL, J.BioLChem. 255 (1980) . 
10431), etc. Plus recemmenl, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse k ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont 6t6 testes pour leur capacitfe h infecter 

20 certaines populations cellulaires. En partxculier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus ad&io-assocife, et les adenovirus. 

Toutefois, les techniques d£velopp£es jusqu'ft present ne permettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les riifffaiftes li6es au transfert de g&nes dans les 
cellules et/ou Torganisme. En particulier, les probl&mes life & la penetration de facide 

25 nucieique les cellules ne sont pas entfeement resolus. En effet, la nature 
polyaniorrique des acides nucieiques pr6vient leur passage I travers les membranes 
cellulaires. S*fl a ete montn6 que les acides nudfiques mis sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la demande n° WO90/11092), 
i'efficacite de transfection reste assez faible. De plus, les acides nucieique nus ont une 

30 demi-vie plasmattque courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
d'ameiiorer I'efficacite de transfert des acides nucieiques, leur empld prfeente certains 
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risques tels que la pathogenicity la transmission, la replication, la recombinaison. la 
transformation, etc. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces different* 
problemes. La demanded a en effet montrf qu'il est possible de former des paires 
d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliers et les groupments pho^tes 
des acides nucleiques. et que les complexes ainsi formes sont stables et so* capables 
de penetrer les cellules ou d'etre encapsules dans des vecteurs de tnmsfert tds que des 
Up™, des nanopardoules ou des lipoproteines de faible densite (LDL). avec des 
rendements 61ev&. 

Un premier objet de Invention reside done dans une composition comprenant 
un acide nucleique et un oligopeptide cationique capable de former d* « 
secondares. Utermestrn^ 

conformation spadale particuliere dans des conditions physologiques, par oppo^t.on 
aux peptides ne prfcentant pas ^organisation particuliere de leur structure pnmau*. U 
smTre secondaire pdut apparahre soit dans certains soJvants, sou en. solunon 
aqueuse, soit apres complexation avec l'acide nucleique. 

Plus particulierement, les oligopeptides utilises dans le cadre de Invention 
sent capables de former des helices o ou des feuillets p\ 

La complexation tfun acide nucleique avec une polvlysfce a deji ftft dtaite 
^ rart anteril Cependant. le taux de complexation et la stabilite d« 
forme avec la polyivsme sont relative*** fables, et cm .jm~ 
encapsules dans des vecteuts de transfert de facon satistesante (votr exemp t Au 
3rlles<^selon— 

capables de former des structures secondaires (hebces a. feuiMs 0 p***«* « 
stabilite elevee. peuvent *re obtenus avec des rendements I"*-*"" 
capables d'etre encapsules avec des rendements flevis dans des vecteuts de transfert 
Ces r P L3tuent done des outils particulierement avantageux pour * 
ZZ decides nucl^es dans les cellules. Par aUleurs, *~ 
de transfert utilise, les compositions de Invention peuvent etre *. 
cenules extraites de Torganisme (ex vivo) en vue de leur readrrnmstrabon. ou 
directement in vivo. 
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Plus particuli&rement, !es oligopeptides utilises dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (AoAyAyA^n ou (^AyAQAyJn dans laqudte Aq' 
est un acide amin6 hydrophobe, Ay est un acide aminS hydrophile, et n est un nombre 
erttier supfirieur ou egal & 4. La demanderesse a en effet montre" que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fois complexfis aux addes nud&ques, de former des 
structures secondares qui stabilisent fortement lesdits complexes. 

Plus pref&entidlement, Facade amin6 hydrophobe est choisi parmi la leucine, 
la valine, l'isoleucine et la phenylalanine; et Facade amin6 hydrophile est choisi parmi la 
lysine, l'arginine et Fhistidine. 

10 La capacite des oligopeptides a former des structures secondaires peut etre 

v&ifife par dichrotsme circulaire ou en RMN, comme indiquS dans les exemples. 

- Encore -plus pref^tieHement,-4V>Kg^ choisi- 
parmi les oligopeptides de formule (LKKL)iu (LKLK)iU (LRRL)n, dans lesquelles n 
est d&ini comme prec6deinment 

15 D'une mani&e gfen&ale, dans les oligopeptides de Invention, n peut varier 

entre 4 et i00 t de prtf&ence entre 10 et 50. La valeur de n est adaptee par lTiomme du 
m6tier en fonction de la longueur et de la nature de I'acide nucl&que, de la 
composition de Foligopeptide, de lHitilisation recherchfe, etc. 

POur obtenir un effet optimum des compositions de Invention, les 
20 proportions respectives de l'digopeptide et de I'acide nud&que sont de pcSf&ence 
dSterminSes de sorte que le rapport charges positives de l'oligopeptide / charges 
negatives de 1'adde nudgque soit 6gal ou sup&ieur i 1 (ce rapport est d&ignfe R dans 
les exemples). Ainsi, plus i'acide midfique est long, phis le nombre de charges 
positives apporte par l'digopeptide doit etre Serf pour obtenir un effet maximum 
25 Ced peut se traduire soit par Putilisation cToligopeptides dans lesquds la valeur de n 
est plus 61ev&, soit par Futilisation de quantity plus fievfes cToUgopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de Homme du mfetier. Pref&entiellement, ils sont 
30 synthetases par voiechimique, aumoyendHmsynth6tiseurde peptides, en u^ 

type de chimie connue d rhomme du metier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sont elevfees, il est par ailleurs possible de synthetiser les oligopeptides en 
plusieurs fragments qui sont ensuite assembles. Par aiUeurs. seloh la technique de 
synthese utilisee (par exemple en phase homogene). Migopeptide obtenu peut etre 
ndir'pas un compose defini. mais un melange cfoligopeptides ayant des longueurs 
5 differentes eentrees autour d'une moyenne. Dans ce cas, la valeur de n de la fbrmule de 
1'invention repr&ente la moyenne des valeurs des n des differents constituants du 
melange. Des mfethodes de synthase appropriees sont donnees dans les techniques 
generates de biologie moleculaire et dans les exemples. 

Au sens de la presente invention, le temie adde nucleique ccraprend aussi 
10 bien les acides desoxynTxmucleiques que les acides ribonucleiques. n peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificieUe, et notamment <fADN genomique, 
tfADNc, d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr. de sequences hybrides ou de sequences 
synthgtiques ,QU; ( flenMnSvn.thetiques..,Ces addes, : nucleiques^v»rt^etre,4:()rigine, 
humaine, animale, vegetate, bacterienne. virale. etc. lis peuvent etre obtenus par toute 
15 technique connue de ITiomme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs etre incorpores dans des vecteurs. tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concemant plus particuUerement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
20 etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques. des sequences regulatrices de la transcription, des sequences antisens. 
des regions de liaison i d'autres composants cellulaires, etc. 

Au sens de 1'invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codanl pour ime ou des proteines (ou peptide ou polypeptide) ayant ime activite 

25 pharrnacotogive.n peut s'agir tfenzymes 

lympholdnes. d'apolipoproteines. etc. Par sequence antisens. on entend toute sfiquence 
capable, directement ou indirectement (aprfes transcription en ARN) de reduire les 
niveaux d'expression d'une proteine desiree. voirede les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent egalement les sequences codant pour des ribozymes. qui sont 

30 capables de detruire selectivement des ARN dbles (EP 321 201). 

Concemant plus particuUerement les acides ribonucleiques (ARN), il peut 
s'agir d'ARN antisens. capables de bloquer au moins partieUement la traduction 
d'ARNm cibles (cellulaires, viraux, bacteriens, etc); ou egalement de ribozymes ou 



WO 95/21931 



PCT/FR95/00098 



' d'acides nucleiques capable* de se Her & un autre acide nucl6ique par formation d'une 
triple helice. 

, -• Les compositions selon l'invention peuvent etre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vim In vitro, elles peuvent permettre de transferer 4 des lignfes ceJlulaires des 
5 sequences d'acides nudeiques d&irees, par exemple dans le but d'exprimer une 
proteine recombinante ou une activite antisens. ou dans Ie but (finbiber une proteine. 
par fixation de ladite proteine sur l'acide nudeique. Be vivo, elles peuvent etre utilises 
pour le transfert therapeutique dhm acide nucleique dans une cellule issue dW 
organisme. en vue de conferer a ladite cellule des proprietes nouvelles qu renforcees. 
10 avant sa readministration a un organisme. In vivo. eUes r^nt etre. utilises pour 
radministration directe d'acide nucteique. 

Un autre objet de l'invention inside done dans lhitflisation tfun oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondares pour le transfert d'acides 
nudeiques dans les cellules. Comme indique plus haut. ce transfert peut etre effects 
15 in vitro, ex vivo ou in vivo. ■ 

Les compositions selon l'invention peuvent permettre de transferer des aades 
nucleiques dans des types varies de cellules. PreferentieUement, Q ^git de cellules 
' animales. de preference humaine. II peut s-agir notamment de cellules 
hematopoietiques. endotheliales. myoblastiques. etc. Par ailleurs, a peut sag* aussx 
20 bien de cellules saines que de cellules affectees par des dysfonctionnemeats (tumeur. 
infection virale. etc). 

L'invention conceme fegalement un precede pour le transfert tfun acide 
nucleique dans une cellule caracterise en ce que Ton cuhive ladite cellule en presence 
de l'acide nucleique et d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 second aires. 

Par ailleurs. les complexes acide nucleique^ligopeptide de la pr&ente 
inventionpermettent egalement rencapsulation des addesnudeiques dans desvec^ 
de transfert avec des rendements emblement amelicrSs. Pour dunmuer les 
problemes de stability et de penetration dans les cellules, les addes nud&ques peuvent 
30 en effet ete associes a des transporteurs ou I des vecteurs de medicament appropn^ 
L'encapsulation des addes nudeiques dans de tels vecteurs de transfert permet de 1« 
protegees nucleases seriques. de faciliter leur penetration dans les cellules ou se 
■ Luve leur dble pharmacologique. et de ralentir leur elirmnatxon. Touted, la 
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difficult majeure limitant l'utilisation de ces vecteurs reside dans les faibles 
rendements decapsulation des-acides nudges." La demanderesse a mamtenant 
montre que les complexes adde nudeique^ligopeptides de ^invention peuvent etre 
erWpsules dans des vecteurs de transfert avec des rendements eleves. Plus 
5 particulierement, les rendements d'encapsulation des complexes de Invention dans des 
nanoparticules sont superieurs a 50%. alors qu-fls sent iuf&ieurs i 1% avec des aeries 
nucleiques nus, ou avec d'autres ougopeptides ne formant pas de structure secondares 
(Cfexemples). 

Un autre objet de Invention reside done dans Utilisation dh» oligopeptide 
10' cationique capable de former des structures secondaires pour 1'encapsulation d'acries 
nucleiques dans un vecteur de transfert 

Invention a egalement pour objet les vecteurs de transfert d'acides nucleique 
comprenant une composition telle que defmie ci-avant 

Parmi les different* vecteurs de transfert, on prefere utiliser dans le cadre de 
15 la presente invention des vecteurs biocompatibles, biodegradables. hydrophobes et de 
nale proteique ou polymerique. En particulier. les vecteurs p^ 
sont les liposomes, les nanoparticules ou les lipoproteines de faxble dens.te (LDL). 

Les liposomes sont des vesicules phosphoUpidiques comportant une phase 
aqueuse interne dans laquelle les acides nucleiques peuvent etre encapsulis. U 
20 synthese de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'acides nucleuses est 

de complexes selon Invention permet d'ameliorer I'efficarite d'encapsulatxon des 

acides nucl&ques dans les liposomes, 

• Les nanoparticules sont des particules de- petite dimension. 
25 inferieure a 500 ran. capables de transporter ou de vectoriser un pnnape **fft* 

qu'un acide nucleique) dans les cellules ou dans la circulate sangtune. U presente 

Mention penJ Element d'ameliorer eonsiderablement les rendeme^ 

decapsulation d'acides nucleiques dans des nanoparticules 

nanoparticules selon 1'invention sont constitutes par des polymeres co-port^ 
30 majl de motifs degradables tels que 1'adde 

co^lymerise a du polyethylene glycol. D'autres polymeres utiles dans la 
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realisation de nanoparticules ont ete decrits dans l'art anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

v L'invention conceme done egalement un precede decapsulation d'acides 
nuiques dans des vecteurs de transfert selon lequel on met en contact le vecteur de 

5 transfert ou les composants le constftuant. l'adde nucleique et un oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires. ou eventuellement tin 
complexe acide nucleique - oligopeptide dejl forme, dans des conditions permettant 
1-encapsulation de l'acide nucleique dans ledit vecteur de transfert. puis on recupere le 
vecteur de transfert forme. Comme indique plus haut. le procedfe selon l'invention est 

10 preferentieUement applique pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoproteuies de faible densite. 

L'invention conceme egalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant un adde nucleique therapeutique et un oligopeptide cationique capable de 
former des structures secondaires. eventuellemeat encapsules dans un vecteur de 
15 transfert 

La presente invention sera plus complement decrite i l'aide des exemples 
• qui suivent. qui doivent Stre consideres comme iUustratifs et non limitatifs. 

fiypmplft 1 i P r^mmrion des oligopeptides 

Les trois oligopeptides suivants ont fet6 synth6tises : 

20 1 V .(m.(Leue ^ Yfm ft - T vsine - T - eucine) 1ft' (0ffl m fl*KKOlO * 

Get oligopeptide a et6 synthetase sous forme de sel decide trifluoroacetique au moyen 
(fun synthetiseur de peptides Applied Biosystem 431A, sur une resine HMP (Applied 
Biosystem) et selon une strangle F-MOC Apres la synthase, le peptide a 6t6 libere de 
la resine par traitement 90 minutes en presence (Tune solution TFA/eau 95/5 (v/v). 

25 precipite par addition d'ether tertiobutylmethylique. puis purifiS par HPLC phase 
inverse sur colonne C18 100 A (Biorad RSL)'. La pure* du peptide obtenu est 
superieure a 95 % et sa solubilit6 dans I'eau de 50 mg/ml. D a ete montre que le 
polypeptide LKKL. non structure dans l'eau. adopte une conformation en hehce a 
en solution saline. Cette conformation devrait ameUocer la stabilite du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de l'oligopeptide et les 
phosphates ionises a pH physiologique de l'acide nucleique. 
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Cet oligopeptide a ete synthetis6 sous forme de sel dacide trifluoroacetique en siiivant 
le protocole decrit ci-dessus. La purete du peptide obtenu est superieure a 90% et sa 
sdubilite dans l'eau de 100 mg/ml. II a ete montre que le polytetrapeptide LKLK, noa 

5 structure dans l'eau. adopte une conformation en feuillets p en solution saline ou en 
presence d'acides nucleiques, en raison de rinteraction entre phosphates et 
groupements amines. Le long (fun feuillet p. la distance separant 2 charges positives 
est de 6.9 A, ce qui est compatible avec les 6.2 A separant 2 groupements phosphate 
d'un acide nucleique simple brin. Cette conformation devrait done ameliorer la stabaite 

10 ducomplexe. 

1 , r -m).fPto1iW y ^ -f - yi?iiit.Tgieine)^(OH) OU (PKKUlQ . 

Ce peptide (found par A. Brack. Centre de Biophysique Moleculaire, Orleans) n'est 
pas structure en solution saline et a ete utilise comme controle. 

^ \ A Pnlvlvsine. 

15 La polylysine utilisee est d'origine commercial* Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a ete utilise comme controle. 

fifffflflpift 2 » Antrim nurlKw"* lltilisgs 

, ftriHes mK ?1ft>«* imtisens anti-ras Yafl3 

Des acides nucleiques antisens aid ras ont ete prepares. Ces acides nucleiques sent des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 residus. synthetisfe par la sodete Eurogentec (Belgique). 
Ces oligonucleotides sent diriges contre une sequence de l'ARNm de ras mute au 
niveau du douzieme codon. Les acides nucleiques utilises sont rantisens (AS-VaQ . son 
inverse ONV-Val : la sequence est identique mais orientee dans le sens inverse), amsi 
que l'antisens de l'ARNm ras normal (AS-Gly) et quMn acide nucleique temoui 
25 comportant 2 nucleotides non apparies au mUieu de la sequence <AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucleiques est la suivante : 

3 ' -CGCGGCAGCCAC- 5 ' (AS-Val1 2 ) 

3'- GCGGCAGCCACAC-5 ' (AS-Val13) 
3'-CACCGACGGCGC-5' (INV-Val12) 
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3'-CACACCGACGGCG-5' (INV-Val13) 
3'-CGCGGCCGCCAC-5' "• (AS-Glyl2) • 
3'-CGCCGGAGCCAC-5' AS-mut212) 

?^irf ft nucleioim(d(Tp)15T) 

5 L-acide nucleique WOtflST) est compose de 16 thymidines. H est d'origine 
commerciale (Pharmacia). 

Get exemple illustre la formation de complexes entre les acides nucleiques antisens 
decrits dans l'exemple 2 et les oligopeptides decrits dans rexemple 1, dans differentes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrations en acides 
nucleiques sont exprimees en phosphate), fl montre que des -tendements de 
complexation tres eleves peuvent etre obtenus, temoignant ainsi de la stabilite des 
complexes. 

, r^pplftvation en tUPp™ phosphate 

15 L'acide nuclfeique (10" 4 M exprime en phosphate : Cp ho sphate = & X ^cide 
nucleique) « l'oligopeptide (concentration variant entre 2.10- . 10 et 2.10" 
exprimees en charges positives) ont ete mis en contact dans un tampon phosphate 50 
mM pH 7.4. La solution a ensuite ete centrifugee. et l'absorbance (A) i 256 nm 
(maximum d'absorption des acides nucleiques) determinee dans le sumageant Pour 

20 chaque valeur du rapport R (Nombre de charges positives de 1'oUgppeptide / Nombre 
de charges n6gatives de l'acide nucleique) testee. la valeur A/AO est detenninee. 
permettant cfevaluer la fraction cfacide nucleique libce et. par difference, la fracttfn 
complexee. Pour un rapport R = 1, la concentration en oligopeptide exprimfie en lysine 
est done de 10" 4 M. 

25 Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKL 10 ou INV-Vall3/LKKL 10 est de 85 % pour un rapport R = 2. Pourun 
rapport R = 1. la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 et INV- 
Vall3/LKLK10 est inferieure : 3Q %. Ces resultats peuvent s'expliquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de l'acide nud&que 

30 pour la formation du complexe. Ces resultats sont cependant supeneurs a ceux 
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obtenus avec ToHgopeptide controle : 15 % de complexe INV-Vall3/PKKL10 

precipitant seulement. 

Complex ? t^nn en tampon Tris-HQ 

Uv "' 

L'acide nucleique (lO" 4 M) et l'oligopeptide (concentration varriable) ont ete mis en 
contact dans un tampon Tris-HQ 50 mM pH 7,4. La solution a ensuite ete 
centrifugee, et l'absorbance a 256 nm determine* dans le surnageant Pour chaque 
valeur du rapport R testee. la valeur A/AO est determine comme preeminent 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe pr&ipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport R = 1. Pour un 
rapport R = 2, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKUC10 est egalement 
de 100%. Par ailleurs. 100% de complexe prfcipitaat AS.Vall3/LKmO oat 
egalement ete obtenus avec une concentration d'acide nucleique de 2.10-5 M et un 

ce qui concerne le complexe AS-VallS/PKKLlO. seulement 70 % des 
acides nucleiques impliques dans le complexe prfcipite ce qui demontre que laffimte 
des oligopeptides selon I'invention est supSrieure. 

XX Comple ^tj"" Hans l'eau 

Le protocole ci-dessus a et6 repete en remplasant le tampon Tris-HQ par de l'eau. Les 
memes resultats ont ete obtenus (100 % de completion pour R = 1). demontrant 
l'affiniteelevee des oligopeptides detention pour les acides nucleiques. 

XA. Conclusions 

Uensemble de ces resultats demontre le rendement eleve de complexation des 
oligopeptides de I'invention aux acides nucleiques. et le fait que ce rendement est 
dependant de la sequence et de la concentration de l'acide nucleique utilise. Par 
ailleurs. comme le montre le tableau d-aprte. 1'etude des spectres dichroiques a pernus 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides cauoniques 
utilises, en solution ou apres complexation. 
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Peptide 


Tampon Phosphate 
50mM 


•Tampon Phosphate 
50mM/NaCI O^M 


Eau . . 


Eau / acitfe , 
nucleique 


tfcfCL 


hSlice a 


h&licea 


non structure 


hHicea 


LKLK 


feuilletP 


feuiUetB 


non structure 


feuffletp 


PKKL 


non structure 


non structure 


non structure 


non structure 



pannpartictiles. 

Cet exemple illustre les propria .tres avantageuses des complexes de l'invention, 
permettant l'encapsulation (Tacide nucleique dans des vecteurs de transfert avec des 
5 rendementstreseleves. 

a ] N^p^oi.lAst.tilfefees : Les nanoparticules utilises dans cet exemple sont des 
copolymer* dibloc constitute tfun poly (D,L acide lactique) lie par une liaison ester 
a un poly (ethylene glycol) : PLAp(M)-PEG(N) ou M et N sont respectivement les 
masses moleculaires moyennes (en kD) du PLA et du PEG, et p, le pourcentage 
10 dadde L-lactique. Les 2 types de nanoparticules utilises sont du PLA50(30)-PEG(2) 
et du PLA50(30)-PEG(5). Ces copolymeres peuvent etre syntbetisfe par toute 
technique connue de l*homme du metier (voir par exemple EP 520 889). 

A p. M«mp« f & wrtntrtif des acttfts nucleiques : 

Les acides nudeiques ont ete traites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
15 (Biolabs) en presence d'ATP.f 32 ? (Amersham) dans un tampon kinase. Apres 30 min 
(fincubation i 37°C, I'acide nucleique a ete separi de TATP n'ayant pas reagi par depot 
sur colonne Sephadex G25 (Quick Spin) et centrifugation. 

41 Encapsulation de rH^f in'"* TNV-VaT13 

Cet exemple decrit l'encapsulation de I'acide nucleique INV-Vall3 dans une 
20 nanoparticule de PLA 50 (30)-PEG(2) en presence ou en l'absence d'oUgopepUde 
(LKKDio- 
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Le polymer* utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a 6te solubilise dans 1 ml d'acetone a une 
concentration de 10 g/l. La dilution isotopique de l'acide nucleique (concentration; • 
finale 10" 5 M) a ete ajoutee, puis I'oligopeptide (I une concentration telle que R = 1). 
La solution organique obtenue a ensuite ete versee goutte i goutte dans 5 ml d'une 
5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4). sous agitation. Le polymere 
insoluble dans le melange eau/acetone predpite sous forme de nanoparticules. 
emprisonnant le complexe adde nudeique<)Iigopeptide. L'acetone a ensuite ete 
eliminee par evaporation sous vide partiel, jusqu'a un volume final de 2,5 mL Enfin. la 
suspension nanoparticulaire a et6 filtree a travers un filtre Sartorius de porosite 
10 1 .2 pin. qui tient lieu de crible de dispersion et rfinjectabilite. 

Une experience controle a et6 effectuee dans !es memes conditions, mais en l'absence 
de I'oligopeptide (LKKL)iq- 

Les resultats obtenus montrent que le rendement tfencapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticule est de 56 % en presence de I'oligopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 I'oligopeptide. 

Le rendement decapsulation correspond au pourcentage d'acide nucleique encapsule- 
dans les nanoparticules. par rapport a la quandte totale d'acide nucleique presente au 
depart 

4 4. Encapsula tion He l'acide ni'df'1 ,lft ^tTp)15Tl 

20 Le rendement encapsulation de racide nucleique (dCTpJlSfl (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticule de PLA 50 a ete etudie. en presence des oligopeptides cationiques 
suivants : 

-LKKLn Helice a : synthetase en phase homogene sous forme cTim melange 
de peptides de poids moleculaire moyen de 34900. 
25 - LKLKn Feufllet (1 : synthetise en phase homogene sous forme cTun melange 
de peptides de poids moleculaire moyen de 7400. 
- PKKLn Pas de structure secondaire 
. Kn Pas de structure secondaire 



ou de sphingosine (Hpide membranaire charge posftivement). 
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Pour cela, I'acide nucl&que (d(Tp)15T) a 6t6 melange a l'oligopeptide en solution dans 
l'eau. En ce qui concerne la "sphingosine, elle est solubilisee dans uri melange 
eau/£thanol 50 % v/v. Les concentrations utilises sont indiqufees dans le tableau qui 
suit 100 nl d'une solution d'acide polylactique (PLA50) solubilisee dans 1'acetone a 
5 une concentration de 20 gfl ont 6t6 ajoutes au mfelange, ainsi que 300 |il d'ac&one 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). Aprfc homogfenfisation au vortex, le 
mflange a iti versfi goutte i goutte dans une solution aqueuse de pluronic F68 i 
2,5 % (p/v) afin de prfciprter le polymSre sous forme (Tune suspension colloidale 
nanoparticulaire turtide. La turbiditfi a etS apprfcife i VoeaL Le diamtoe des . 

10 nanoparticules (175 +/* 40 nm) a &6 mesure par diffusion quasi aastique" de la lumiere 
sur un appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation). L'ac&one-a ensuite 6te 
evaporfe sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite &6 ffltree sur filtre 
nullipore AP20 (diamfitre des pores : 1,5 urn), prfealablement mouflttavec la solution 
de pluronic F68 & 2,5 %. 

15 Le rendement d'encapsulau'on a &t& determine et est report^ dans le tableau qui suit 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


H61icea 


FeuUletP 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12,5 


9,2 


1 


2.2 


Volume de peptide 
dans le melange 
Gil) 


11,4 


65 


48 


60 


27 


Quantity de peptide 
(nmol) 


57 


812 


442 


60 


60 


Concentration de 
d(To)15T 


71 uM 


Volume de 
d(To)15T 


28 ui 


Quantity de 
d(Tr>)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


14.7 


2 


2 


Rendement 


42,8 


7,8 


0.8 


0.3 


1.3 



Ces resultats'rnontrent clairement que les oligopeptides de Invention permettent 
d'encapsuler les addes nucleiques avecdes rendements nettement superieurs a ceux 
obtenus avec des oligopeptides de Part anterieur (polylysine) ou ne formant pas de 
20 structures secondaires (PKKL). 
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F ^p'* S : Transff rt ri'acide n» r'tigvfi 1m ce»»l<s 

Cet exemple illustre la capacitfi des composition de l'invention a transferer des acides 
nucjeiques dans les cellules. 

rMMn utilisees : Les essais de transfert tfadde nudeique decrits dans cet 
5 exemple ont &6 effectues sur une lignee de cellules Issue d'un cardnome vesical 
humain , designee T24/EJ accessible 4 l'ATCC. Les cellules oat 6t6 cultivees dans va 
milieu MEM-EAGLE C'minimum essential medium". Biological Industries) 
supplement* en L-glutamine ((5 mM). slreptomycine (50 u/ml). penidDine (50 u/ml). 
en presence de 7 % de serum de veau foetal decomplemente 30 min i 60°C. 

10 Tr n n ^^c^n» c l e m ueS : Les cellules (1500 / puits) ont ete ensemencees 
dans des microplaques de 96 puits. en absence ou en presence d'acide nudeique. 
encapsule ou non dans des nanoparticules. dans un volume total de 100 nl. Chaque 
point a 66 effectuS en triple. La concentration en adde nudeique utilisee a et6 ajustee 
par dilution dans de l'eau ou par concentration par centrifugation 1 h a 12000 rpm. 

15 Dans ce cas. la suspension est centrifugee, le culot pese puis le volume ajuste. 

L'efficacite du transfert a ete determinee par mesure de 1'inhibition de la proliferation 
ceUulaire induite-par l'acide nudeique antisens. apres 72 ou 96 heures de culture a 
37»C en presence de 5 % de C02. Pour cela. 2 methodes ont 6te utilisees : 

- Tout d'abord. Incorporation de thymidine tritiee, qui a ete determinfe apres 
20 addition de 2 ^Ci de 3H thymidine par puits. Apres 6 heures tf mcubation i r&uve, les 
plaques ont ete lavees au Skatron (Lier. Norvege). l'ADN recudlli sur un filtre, et 
chaque rondelle du filtre (coirespondant a chaque puits de la plaque) placfe dans du 
liquide a scintillation puis comptee au compteur (LKB Wallac 1211 Mmibeta). Les 
resultats correspondent a la moyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 puits. 
25 - Ensuite. la proliferation ceUulaire a ete evaluee par oomptage des cellules en 

cellule de Malassez. Pour cela. le surnageant a ete aiming, les cellules trypsmisees (10 
min a 37°C). puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptees. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

*<> 42% d'inhibition 

- AS-Vall2. nu, 30|aM • 

30 - AS-Vall2/LKKUnanoparticule. IQQjM (exprime en antisens) .50 % d'inhibition 

- nanbparticule blanche, meme quantite de polymere < 5 % d'inhibition 



WO 95/21931 



PCI7FR95/00098 



15 



. AS-Vall2^KKL/nanoparticu!e.5fllnM 95 % ^inhibition 

Ces rtsultats demontrent clairement Mkactt des compositions de Invention pour le 
transfert Add* nucleiques. De plus, ils montrent que l'acide nucleique transfer* 
conserve ses propriety fonctionneUes. dans le cas present, son activite d'antisens. 
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p|?yp^r>irATIONS 

1. Composition comprenant un acide nucleique et un oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondaires. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
5 est capable de former des hdlices a ou des feuillets p. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
repond i la formule (AoAyAyAoJn ou (AoAyAoA y )n dans laquelle Aq est un acide 
amine hydrophobe, A y est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
supeneurouegala4. 

10 4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amine 

hydrophcteestchoaparrm^le^ . 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amine 
hydrophile est choisi parini la lysine, l'argmine et Inistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
15 estchoisiparmi(LKKL)n,(LKLK)n.(LRRL)n. 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est compris 
entre 4 et 100, de preference entre 10 et 50. 

8. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un acide desoxyribonucl&que. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 

nucleique est un adde ribonucleique. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est modifie chimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
25 nucleique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique comporte un gene therapeutique. 
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13. Composition selon l'une des revendications 8 a 12 caracterisee en ce que 
le rapport charges positives de Oligopeptide / charges negatives de Padde nucleique . 
est 6gal ou sup6rieur I 1. 

^ 14, Vecteur de transfert d'acides nucl&que comprenant une composition selon 
5 l'une des revendications prfecSdentes. 

15. Vecteur de transfert selon la revendication 14 caractfaisS en ce qu^ s*agit 
d'une nanoparticule, d'un liposome ou d'une lipoprotfine de feible densitfe. 

16. Proc&te decapsulation d'acides nuclKques dans des vecteurs de transfert 
caracterise en ce que Ton met en contact le vecteur de transfert ou ces.composants, 

10 l'acide nucl&que et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondares, ou eventuellement un complexe adde nud%ie<digopeptide dfeji fomi6, 

^. dans des conditions permettant i'encapsulation de 1'adde nudfique dans ledit vecteur 
de transfert, puis on recup&e le vecteur de transfert f ormfe. 

17. Proc&te pour le transfert (fun adde nudSque dans une cellule caracterise 
15 en ce que Pon cultive ladite cellule en presence de l'adde nudfiique et d*un oligopeptide 

cationique capable de former des structures secondares. 

18. Utilisation tfun oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires pour le transfert d'addes nuclfiques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transfert in vitro, ex vivo ou 

20 in vivo. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un adde nudfeique 
th&apeutique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondato.Sventudtementencapsu^ 
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